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@ Neue Naturstoffe mit Zehnringlacton-Strukfur, Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung.

@ Penicillium sp., insbesondere DSM 4209 und 4210, bildet unter spezifischen Fermentationsbedingungen
neue Naturstoffe mit Zehnringlacton-Struktur der Formel |,
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Hydroxyl, Oxo oder zusammen mit R? eine Doppelbindung oder cyclisch mit Sauerstoff verknlipft ist,
im letzteren Falle dann aber R® flir Methoxy steht,

Wasserstoff oder zusammen mit R> cyclisch mit einem Sauerstoff verknlipft oder zusammen mit R3
eine Doppelbindung bedeutet, im letzteren Falle dann aber R’ flir Oxo steht,

Wasserstoff, Hydroxy oder Methoxy oder zusammen mit R* eine Doppelbindung bedeutet,
Wasserstoff oder Hydroxy und

Wasserstoff oder Oxo bedeuten,

die antibakterielle und lipidregulatorische Eigenschaften besitzen und insbesondere die Biosynthese von Chole-
sterin beeinflussen.
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Antibiotika aus Penicillium, wie z.B. Penicillin, sind schon lange bekannt und werden in groBem MaBstab
therapeutisch angewandt.

Es wurde gefunden, daB Penicillium-Stdmme auch Stoffe ganz anderer Struktur synthetisieren k&nnen,
ndmlich Zehnringlactone (Decarestrictine). Die Verbindungen besitzen pharmakologische und damit thera-
peutische Wirksamkeit und haben insbesondere antibakierielle sowie lipidregulatorische Eigenschaften.

In der Patentanmeldung EP 333 024 sind Zehnringlactone beschrieben, welche bevorzugt von Penicilli-
um DSM 4209 und DSM 4210 gebildet werden. Bei intensiver Untersuchung dieser Stdmme wurde
gefunden, daB in Abh3ngigkeit von den Fermentationsbedingungen lberraschenderweise weitere Derivate
mit &hnlichen Strukturen gebildet werden, welche deutliche antibakterielle sowie lipidregulatorische Eigen-
schaften besitzen und insbesondere die Biosynthese von Cholesterin beeinflussen.

Die Erfindung betrifft somit

1. ein Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel |

CH 3 0
H
0
5
R’ R
3
R
R~ R*
in der
R! Hydroxyl, Oxo oder zusammen mit R? eine Doppelbindung oder cyclisch mit Sauerstoff

verknUpft ist, im letzteren Falle dann aber R2 flir Methoxy steht,
R? Wasserstoff oder zusammen mit R> cyclisch mit Sauerstoff verknlipft oder zusammen mit R3
eine Doppelbindung bedeutet, im letzteren Falle dann aber R’ flir Oxo steht,
R3 Wasserstoff, Hydroxy oder Methoxy oder zusammen mit R* eine Doppelbindung bedeutet,
R* Wasserstoff oder Hydroxy und
R® Wasserstoff oder Oxo bedeuten,
das dadurch gekennzeichnet ist, daB Penicillium sp., insbesondere DSM 4209 oder DSM 4210, in einem
Nahrmedium kultiviert wird, bis sich die Verbindung der Formel | in der Kultur anhduft,
2. eine Verwendung der Verbindungen der Formel | als Pharmazeutika, insbesondere als antibakterielles
Mittel sowie zur Regulation des Lipidstoffwechsels.

Im folgenden wird die Erfindung detailliert beschrieben, insbesondere in ihren bevorzugten Ausfiih-
rungsformen. Ferner wird die Erfindung in den Patentanspriichen definiert.

Die Verbindungen der Formel | werden bevorzugt aus Penicillium sp. DSM 4209 und DSM 4210 isoliert.
Diese Stdmme wurden aus einer Erdprobe aus dem Bryce Canyon, Utah, USA isoliert und bei der
Deutschen Sammlung von Microorganismen nach den Regeln des Budapester Vertrages am 13. August
1987 unter den obengenannten Nummern hinterlegt. Konidien und Sporen des Pilzes wurden wie folgt
charakterisiert:

Konidien: Monoverticilliata
Sporenoberflache: stachelig
Sporenfarbe: graugriin

In einer N3hrldsung, die eine Kohlenstoffquelle und eine Stickstoffquelle sowie die Ublichen anorgani-
schen Salze enthilt, synthetisiert Penicillium sp., bevorzugt DSM 4209 oder 4210, neben den in EP 333 024
genannten Verbindungen verschiedene Derivate der Formel |. Anstelle der Stdimme DSM 4209 oder 4210
k6nnen natlrlich auch deren Mutanten und Varianten eingesetzt werden, soweit sie Derivate der Formel |
synthetisieren. Derartige Mutanten k&nnen in prinzipiell bekannter Weise durch physikalische Mittel,
beispielsweise Bestrahlung wie mit UV- oder Rd&ntgenstrahlen, oder durch chemische Mutagene, wie
beispielsweise Ethylmethansulfonat (EMS), 2-Hydroxy-4-methoxy-benzophenon (MOB) oder N-Methyl-N'-
nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG), erzeugt werden.

Als bevorzugte Kohlenstoffquellen fiir die aerobe Fermentation eignen sich assimilierbare Kohlenhydrate
und Zuckeralkohole, wie Glukose, Laktose oder D-Mannit sowie kohlenhydrathaltige Naturprodukte, wie z.B.
Malzextrakt. Als stickstoffhaltige Ndhrstoffe kommen in Betracht: Aminosduren, Peptide und Proteine sowie
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deren Abbauprodukte, wie Peptone und Tryptone, ferner Fleischexirakte, gemahlene Samen, beispielsweise
von Mais, Weizen, Bohnen, Soja oder der Baumwollpflanze, Destillationsriickstdnde der Alkoholherstellung,
Fleischmehle oder Hefeextrakte, aber auch Ammoniumsalze und Nitrate. An anderen organischen Salzen
kann die N&hrlosung beispielsweise Chloride, Carbonate, Sulfate oder Phosphate der Alkali- oder Erdalkali-
metalle, Eisen, Zink und Mangan enthalten.

Die Bildung der Verbindungen der Formel | verlduft besonders gut in einer Nahrldsung, die etwa 0,2 bis
5 %, bevorzugt 1 bis 4 %, Malzextrakt, 0,02 bis 0,5 %, bevorzugt 0,1 bis 0,4 % Hefeextrakt, 0,1 bis 5 %,
bevorzugt 0,5 bis 2 % Glucose und 0,005 bis 0,2 %, bevorzugt 0,01 bis 0,1 % Ammoniumsalze enthilt,
jeweils bezogen auf das Gewicht der gesamten N3hrldsung. Die Kultivierung erfolgt aerob, also beispiels-
weise submers unter Schitteln oder Rihren in Schittelkolben oder Fermentern, gegebenenfalls unter
Einflihren von Luft oder Sauerstoff. Sie kann in einem Temperaturbereich von etwa 18 bis 35°C,
vorzugsweise bei etwa 25 bis 30° C, insbesondere bei 27 bis 28° C durchgefiihrt werden. Der pH-Bereich
sollte zwischen 1 und 8 liegen, vorteilhaft zwischen 1 und 4. Man kultiviert den Mikroorganismus unter
diesen Bedingungen im allgemeinen Uber einen Zeitraum von 60 bis 170 Stunden, bevorzugt 100 bis 150
Stunden.

Vorteilhaft kultiviert man in mehreren Stufen, d.h. man stellt zundchst eine oder mehrere Vorkulturen in
einem flUissigen N3hrmedium her, die dann in das eigentliche Produktionsmedium, die Hauptkultur,
beispielsweise im Volumenverhilinis 1:10, liberimpft werden. Die Vorkultur erhdlt man z.B., indem man ein
versportes Mycel in eine Nahrlosung Uberimpft und etwa 48 bis 72 Stunden wachsen 148t. Das versporte
Mycel kann erhalten werden, indem man den Stamm etwa 7 Tage auf einem festen oder flissigen
N&hrboden, beispielsweise Hefe-Malz-Agar, wachsen 135t.

Der Fermentationsverlauf kann anhand des pH-Wertes der Kultur oder des Mycelvolumens durch
Dinnschichtchromatographie oder Auspriifen der biologischen Aktivitdt Uiberwacht werden. Die Verbindun-
gen der Formel | sind sowohl im Mycel als auch im Kulturfiltrat enthalten.

Die Isolierung der genannten Verbindungen aus dem Kulturmedium erfolgt nach bekannten Methoden
unter Berlcksichtigung der chemischen, physikalischen und biologischen Eigenschaften der Produkte. Zum
Testen der Antibiotika-Konzentration im Kulturmedium oder in den einzelnen Isolierungsstufen kann die
Dinnschichtchromatographie, beispielsweise auf Kieselgel mit Chloroform/Methanol als Laufmittel, verwen-
det werden, wobei die Menge der gebildeten antibakteriellen Substanz zweckm#Big mit einer Eichlidsung
verglichen wird.

Zur Isolierung der Verbindungen werden Kulturbriihe und Mycel zuerst mit organischen Lsungsmitteln,
wie z.B. Chloroform, Essigester usw. extrahiert, um die unpolaren Verunreinigungen zu entfernen. Anschlie-
Bend wird mit einem stirker polaren L&sungsmittel, beispielsweise niederen Alkanolen oder Gemischen aus
Chloroform und/oder Essigester mit einem niederen Alkanol, exirahiert.

Die Reinisolierung erfolgt vorzugsweise an geeigneten Medien, wie z.B. Kieselgel, Aluminiumoxid oder
lonenaustauschern, durch anschlieBende Elution mit organischen, polaren Losungsmitteln oder L&sungsmit-
telgemischen, wie z.B. Essigester, Gemischen aus Essigester und einem niederen Alkanol gegebenenfalls
mit Wasser, bzw. einem fir lonenaustauscher geeigneten Salzgradienten, wie beispielsweise Kochsalz oder
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan-HCI (Tris-Puffer), und Sammeln der wirksamen Fraktionen.

Die Verbindungen sind in festem Zustand und in L&sungen im pH-Bereich 2 bis 8, insbesondere 3 bis
7, stabil und lassen sich damit in Ubliche galenische Zubereitungen einarbeiten.

In den folgenden Beispielen wird die Erfindung in weiteren Details beschrieben. Prozentangaben
beziehen sich auf das Gewicht, wenn nicht anders angegeben.

Beispiele:

1.

a) Herstellung einer Sporensuspension des Produzentenstammes: 100 ml N&hrlsung (2 g Hefeex-
trakt; 20 g Malzextrakt, 10 g Glucose, 0,5 g (NH:),PO4, 1 | Leitungswasser, pH-Wert vor dem
Sterilisieren 7,3) in einem 500 ml Erlenmeyerkolben werden mit dem Stamm DSM 4209 oder DSM
4210 beimpft und 72 Stunden bei 25° C und 120 UpM auf der rotierenden Schiittelmaschine inkubiert.
AnschlieBend werden 20 ml Kulturflissigkeit in einem 500 ml Erlenmeyerkolben mit dem Ndhrboden
der obengenannten Zusammensetzung, dem 20 g Agar/l zur Verfestigung zugegeben wurde, gleich-
maBig verteilt und dekantiert. Die Kulturen werden 10 bis 14 Tage bei 25° C inkubiert. Die nach dieser
Zeit entstandenen Sporen eines Kolbens werden mit 500 ml entionisiertem Wasser, das einen Tropfen
eines handelsiblichen nichtionischen Tensids (Triton X 100, Fa. Serva) enthilt, abgeschwemmt, sofort
weiterverwendet oder bei -22° C aufbewahrt.
b) Herstellung einer Kultur bzw. Vorkultur des Produzentenstammes im Erlenmeyerkolben.
Ein 500 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml der unter a) beschriebenen Nahrlésung wird mit einer auf
einem Schridgrdhrchen gezogenen Kultur oder mit 0,2 ml Sporensuspension angeimpft und auf einer
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Schiittelmaschine bei 120 UpM und 25° C inkubiert. Die maximale Produktion der Verbindungen der
Formel | ist nach ca. 120 Stunden erreicht. Zum Animpfen von 10 und 100 | Fermentern genligt eine 48
Stunden alte Submerskultur (5 %) aus der gleichen N3hrldsung.

2. Herstellung der Verbindungen der Formel |

Ein 10 | Fermenter wird unter folgenden Bedingungen betrieben:

Nahrmedium: 20,0 g/l Malzextrakt
2,0 g/l Hefeextrakt
10,0 g/l Glucose
0,5 g/l (NHz)2PO4

Inkubationszeit: 150 Stunden
Inkubationstemperatur: 25°C
Rihrgeschwindigkeit: 250 UpM
Belliftung: 4 1 Luft/min.

Durch wiederholte Zugabe weniger Tropfen ethanolischer Polyollésung kann die Schaumentwicklung
unterdriickt werden. Das Produktionsmaximum wird nach ca. 150 Stunden erreicht. Die Ausbeuten liegen
zwischen 10 und 100 mg/l.

3. Isolierung der Verbindungen der Formel |

Nach der Fermentation von DSM 4209 bzw. DSM 4210 wird die Kulturbriihe unter Zusatz von 2 % Celite
als Filterhilfsmittel filtriert. Es wird nach den folgenden Schemata verfahren:

Die Isolierung der erfindungsgemiBen Verbindungen der Formel | erfolgt nach Abtrennung der Biomasse
aus dem Kulturfiltrat. Die Abtrennung wird beispielsweise durch Filtration oder Zentrifugation durchge-
fihrt. Das Kulturfiltrat wird Uber ein Adsorberharz, z.B. auf Polystyrolbasis, gegeben.

Die Elution erfolgt mit einem polaren Losungsmittel, bevorzugt eingesetzt werden niedere Alkohole,
wie z.B. Methanol, die gegebenenfalls noch mit Wasser vermischt werden.

Die Verbindungen der Formel | kdnnen durch Chromatographie an Kieselgel mit Laufmittelsystemen,
die Mischungen aus niederen Alkoholen, wie z.B. Methanol, Ethylacetat, n-Alkanen, wie z.B. Hexan oder
Heptan, und chlorierten Kohlenwasserstoffen, wie z.B. Methylenchlorid, enthalten, isoliert werden. Auch
reine Losungsmittel sind verwendbar. Nachreinigungen kénnen z.B. mittels HPLC an Kieselgel, Reversed
Phase-Kieselgelen oder durch Gelpermeationschromatographie, wie z.B. an Sephadex-LH-20 in Laufmit-
telsystemen, die Mischungen aus niederen Alkoholen, wie z.B. Methanol, Ethylacetat, n-Alkanen, wie z.B.
Hexan oder Heptan, und/oder chlorierten Kohlenwasserstoffen, wie z.B. Methylenchlorid, enthalten, oder
auch in reinen L&semitteln, durchgefiihrt werden.

Verbindungen der Formel | sind entweder viskose Flissigkeiten oder farblose Feststoffe, welche mit
Anisaldehyd-Schwefelsdure nach Erhitzen Farbreaktionen eingehen, wobei die Farbe von Dauer und
Stirke des Erhitzens abhdngt. Im allgemeinen erhdlt man bldulich bis griine Farbreaktionen.

1. Charakterisierung der Verbindung SM 225 (Decarestrictin G)

OH

Diinnschichtchromatographie:
Kieselgel 60, Fass
a) n-Butanol/CH; COOH/H>,0 = 4/1/5: R 0.6
b) Chloroform/Methanol = 9/1: Rg 0.74
c) Ethylacetat/n-Hexan = 3/1: Rg 0.56
"H-NMR-Spektrum (360 MHz, CDCls/TMS):
654 (1 H,m,J =16Hz, J = 7Hz), 588 (1 H, br,d, J = 16 Hz), 5.06 (1H, m), 4.32 (1H, OH), 3.67 (1H,

5
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m), 3.33 (1H, m), 1.91-2.01 (1H, m), 1.71-1.84 (2H, 2 m), 1.46-1.57 (1H, m), 1.22 (3H, d, J = 6.7 Hz)
13C-NMR-Spekirum (90.5 MHz, CDCl3/TMS):

195.5, 168.0, 150.5, 125, 68.0, 60.7, 53.5, 51.7, 33.0, 27.7

IR-Spekirum (Film): 3440, 2980, 2930, 2875, 1710, 1440, 1385, 1355, 1270, 1040, 1005, 980, 915, 760
cm™!

Drehwert:[a]p?®® = + 14.49 (c = 0.207) in Methanol

EI-MS (70 eV): m/e = 198 (entsprechend C1oH140s oder 198.221)

Drehwert: [a]p® = + 14.49 (¢ = 0.163) in Methanol

2. Charakterisierung der Verbindung SM 281 (Decarestrictin M)

CHy o

OH 0

Diinnschichtchromatographie:
Kieselgel 60, Fass
a) n-Butanol/CH; COOH/H,0 = 4/1/5: Rg 0.61
b) Chloroform/Methanol = 9/1: Rg 0.77
c) Ethylacetat/n-Hexan = 3/1: Rg 0.55
"H-NMR-Spektrum (360 MHz, CDCls/TMS):
5180 (m, 1H, J = 6.14, 11.02, 3.13), 3.68 (m, 1H, J = 9.41, 1.91), 3.41 (d, 1H, J = -15.0 Hz), 3.37 (d,
1H, J = -15.0 Hz), 2.71 (m, 1H, J = -14.8 Hz), 2.31 (m, 1H, J = -14.8 Hz); 2.04 (m, 1H), 2.01 (1 OH),
1.90 (m, 1H, J = 11.02, 9.41, -14.16 Hz), 1.87 (m, 1H, J = -14.16, 3.13, 1.91 Hz), 1.70 (m, 1H), 1.63 (m,
1H), 1.56 (m, 1H), 1.30 (d, 3H, J = 6.14)
13C-NMR-Spekirum (90.5 MHz, CDCl3/TMS):
203.04, 166.66, 71.67, 69.23, 51.71, 44.15, 39.35, 36.84, 21.32, 20.76
3. Charakterisierung der Verbindung SM 233 (Decarestrictin L)

OH

Diinnschichtchromatographie:
Kieselgel 60, Fzs4

a) n-Butanol/CH; COOH/H,0O = 4/1/5: R 0.63

b) Chloroform/Methanol = 9/1: Rg 0.76

c) Ethylacetat/n-Hexan = 3/1: Rg 0.69
"H-NMR-Spektrum (200 MHz, CDCls/TMS):
5.60-5.75 (2H, 2m), 5.13 (1H, ddg, J = 5 Hz, J = 2 Hz, J = 6.8 Hz), 477 (1H,ddd, J = 5 Hz, J = 8
Hz, J = 9 Hz), 3.48 (1H, m), 3.47 (1H, m), 2.97 (1H, dd, J = 125 Hz, J = 5 Hz), 291 (1H, ddd, J = 4
Hz, J = 5Hz, J = 14,2 Hz), 2.83 (1H,dd, J = 9 Hz, J = 125 Hz), 2.03 (1H, ddd, J = 4 Hz, J = 6.5 Hz,
J = 14.2 Hz), 1.94 (1H, OH), 1.23 (3H, d, J = 6.8 Hz)
13C-NMR-Spekirum (50.3 MHz, CDCl3/TMS):
198.56, 165.69, 136.43, 124.61, 69.72, 63.63, 53.49, 51.38, 30.49, 17.74
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4. Charakterisierung der Verbindung SM 140E (Decarestrictin E)

Diinnschichtchromatographie:
Kieselgel 60, Fass
a) n-Butanol/CH; COOH/H,0 = 4/1/5: Rg 0.55
b) Chloroform/Methanol = 9/1: Rg 0.77
c) Ethylacetat/n-Hexan = 3/1: Rg 0.60
"H-NMR-Spektrum (360 MHz, CDCls/TMS):
511 (m, 1H, J = 1.19 Hz, J = 11.45 Hz, J = 6.33 Hz), 3.50 (3H, s),3.47 (m, 1H), 3.44 (m, 1H), 3.29 (1H,
ddd, J = 9,09 Hz, J = 3.13 Hz, J = 4.47 Hz), 3.05 (1H, m, J = 4.06 Hz, J = 10.35 Hz, J = 4.26 Hz),
2.98 (m, 1H), 2.90 (1H, dd, J = 4.47 Hz, J = 14.13 Hz), 2.63 (1H, dd), 2.35 (m, 1H), 1.54 (m, 1H), 1.33
(3H, g, J = 6.33 Hz)
13C-NMR-Spekirum (90.5 MHz, CDCl3/TMS):
200.31, 165.41, 77.34, 68.98, 59.58, 57.43, 53.19, 52.11, 46.22, 36.70, 20.64
EI-GC/MS (70 eV), GC/CI-NH3 (Trennsdule HP 5,25 m*0,2 mm, 50 - 320° C) m/e = 288 (M+)
5. Chakterisierung der Verbindung SM 230 (Decarestrictin I)

H,C
OH

Diinnschichtchromatographie:
Kieselgel 60, Fass
a) n-Butanol/CH; COOH/H,0O = 4/1/5: Rg 0.37
b) Chloroform/Methanol = 9/1: Rg 0.77
c) Ethylacetat/n-Hexan = 3/1: Rg 0.60
"H-NMR-Spektrum (200 MHz, CDCls/TMS):
5.94 (m, 2H), 5.11 (m, 2H), 4.98 (m, 1H), 3.97 (dt, 1H, J = 10.8 und 2 Hz), 2.70 (m, 2H), 2.42 (1H, OH),
2.02 (m, 1H), 1.69 (m, 1H), 1.29 (d, 3H, J = 13 Hz)
13C-NMR-Spekirum (90.5 MHz, CD; OD/TMS):
173.00, 133.03, 128.06, 93.49, 82.69, 74.42, 72.21, 43.20, 40.37, 21.89
IR-Spektrum (KBr):
3405, 2980, 2860, 1710, 1440, 1380, 1297, 1252, 1163, 1070, 980, 705 cm™'
UV-Spektrum (MeOH): Endabsorption
MS: m/e CioH140, 198.22 gef.: M*-CO
Drehwert: [a]p°: -132.2°
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Elementaranalyse | gef.: C 60.2 % ber.: C 60.6 %
gef:H71 % ber.H71 %

Eine antibakterielle Wirkung kann durch Ubliche Hemmbhoftests in vitro gezeigt werden. Die Verbindun-
gen der Formel | zeigen besondes bei Staphylococcus aureus gute Wirkung. Die maximale Hemmkon-
zentration liegt im Bereich von > 10 bis < 100 ng/ml.

Patentanspriiche

1.

Verbindungen der Formel |,

CHy 0
H
0
5
R! . R
R
R2 R
in der
R! Hydroxyl, Oxo oder zusammen mit R? eine Doppelbindung oder cyclisch mit Sauerstoff

verknUpft ist, im letzteren Falle dann aber R2 flir Methoxy steht,

R? Wasserstoff oder zusammen mit R® cyclisch mit einem Sauerstoff verknlipft oder zusammen
mit R3 eine Doppelbindung bedeutet, im letzteren Falle dann aber R' flir Oxo steht,

R3 Wasserstoff, Hydroxy oder Methoxy oder zusammen mit R* eine Doppelbindung bedeutet,

R* Wasserstoff oder Hydroxy und

R® Wasserstoff oder Oxo bedeuten.

Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel | nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB Penicillium sp. in einem Nihrmedium kultiviert wird, bis sich die Verbindung der allgemeinen
Formel | in der Kultur anh&uft.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB8 die Stdmme DSM 4209 und/oder DSM 4210
kultiviert werden.

Verfahren nach den Ansprlichen 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Ndhrmedium 0,2 bis 5 %
Malzextrakt, 0,02 bis 0,5 % Hefeextrakt, 0,1 bis 5 % Glucose sowie 0,005 bis 0,2 % Ammoniumsalz

enthilt, jeweils bezogen auf das Gewicht der gesamten N3hrldsung.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Nahrmedium 1 bis 4 % Malzextrakt, 0,1
bis 0,4 % Hefeextrakt, 0,5 bis 2 % Glucose und 0,01 bis 0,1 % Ammoniumsalz enthilt.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die
Kultivierung bei 18 bis 35° C erfolgt.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die
Kultivierung in dem pH-Bereich zwischen 1 und 8 erfolgt.

Verbindung der Formel | nach Anspruch 1 zur Anwendung in einem therapeutischen Verfahren.

Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines antibakteriellen und lipidregulato-
rischen Arzneimittels.
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Patentanspriiche fiir folgenden Vertragsstaat : ES

1.

Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel |

CHy 0
H
0
R' R®
3
R
rRZ ~ Rr*
in der
R! Hydroxyl, Oxo oder zusammen mit R? eine Doppelbindung oder cyclisch mit Sauerstoff

verknUpft ist, im letzteren Falle dann aber R2 flir Methoxy steht,
R? Wasserstoff oder zusammen mit R® cyclisch mit einem Sauerstoff verknlipft oder zusammen
mit R3 eine Doppelbindung bedeutet, im letzteren Falle dann aber R' flir Oxo steht,
R3 Wasserstoff, Hydroxy oder Methoxy oder zusammen mit R* eine Doppelbindung bedeutet,
R* Wasserstoff oder Hydroxy und
R® Wasserstoff oder Oxo bedeuten,
dadurch gekennzeichnet, daB Penicillium sp. in einem Ndhrmedium kultiviert wird, bis sich die
VErbindung der allgemeinen Formel | in der Kultur anhduft.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Penicillium sp. bei einer Temperaturvon 18 -
35° C, in einem pH-Bereich von 1 - 8 und Uber einen Zeitraum von 60 - 170 Stunden kultiviert wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Stdmme DSM 4209 und/oder
DSM 4210 kultiviert werden.

Verfahren nach einem oder mehreren der obengenannten Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das
N&hrmedium 0,2 bis 5 % Malzextrakt, 0,02 bis 0,56 % Hefeextrakt, 0,1 bis 5 % Glucose sowie 0,005 bis
0,2 % Ammoniumsalz enthilt, jeweils bezogen auf das Gewicht der gesamten N&hrldsung.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Nahrmedium 1 bis 4 % Malzextrakt, 0,1
bis 0,4 % Hefeextrakt, 0,5 bis 2 % Glucose und 0,01 bis 0,1 % Ammoniumsalz enthilt.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die
Kultivierung bei 25 bis 30° C erfolgt.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die
Kultivierung in dem pH-Bereich zwischen 1 und 4 erfolgt.

Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der Formel | nach Anspruch 1 zur Anwendung in einem
therapeutischen Verfahren.

Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 1 zur Herstellung eines antibakteriellen und lipidregulato-
rischen Arzneimittels.
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